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Anotace (česky):
Čeleď Poaceae je zemědělsky nejdůležitější čeledí rostlin na světě. Čeleď Poaceae 

je také hostitelem mnoha patogenů včetně více než sta známých druhů virů. Rozložení 
výskytu jednotlivých druhů virů se liší v závislosti na hostitelích, zeměpisných a jiných 
podmínkách. Tato metodika poskytuje popis způsobu detekce devíti virů obilnin a trav: 
virus mozaiky sveřepu (BMV), virus žluté zakrslosti ječmene (BYDV), latentní virus 
jílku (LoLV), virus nekrotické mozaiky ovsa (ONMV), virus mozaiky jílku (RgMV), 
půdou přenosný virus mozaiky obilnin (SBCMV), virus skvrnitosti spartiny (SpMV), 
virus zakrsalosti pšenice (WDV), a virus čárkovité mozaiky pšenice (WSMV) pomocí 
metody SYBR Green I RT-qPCR.

Anotace (anglicky):
The family Poaceae is one of the most important groups of plants in the terms of 

agricultural production. The family Poaceae also hosts many pathogens including >100 
known virus species. The distribution of the viruses varies according to hosts, geograph-
ical and other conditions. In this methodology we provide assays for detection of nine 
cereal and grass viruses (Brome mosaic virus-BMV, Barley yellow dwarf virus-BYDV, 
Lolium latent virus-LoLV, Oat necrotic mottle virus-ONMV, Ryegrass mosaic virus-Rg-
MV, Soil-borne cereal mosaic virus-SBCMV, Spartina mottle virus-SpMV, Wheat dwarf 
virus-WDV a Wheat streak mosaic virus-WSMV) by SYBR Green I RT-qPCR.
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Cíl

Cílem metodiky bylo vyvinout rutinní diagnostickou metodu schopnou spolehli-
vě a citlivě detekovat devět virů obilnin a trav – BMV, BYDV, LoLV, ONMV, RgMV, 
SBCMV, SpMV, WDV, a WSMV.

Úvod

Čeleď Poaceae představuje jednu z nejúspěšnějších skupin rostlin a je jednoznačně 
nejvýznamnější z hlediska zemědělské produkce. Rostliny této čeledi pokrývají obrovské 
plochy zemědělské i neobhospodařované půdy. Poaceae ale rovněž hostí mnoho patogen-
ních organismů včetně více jak 100 druhů virů (Lapierre a Signoret, 2004), což je téměř 
20% veškerých známých rostlinných virů (Brunt et al., 1996). Virózy obilnin jsou známy 
a způsobují škody všude na světě, kde se obilniny pěstují (Slykhuis, 1976). Virus žluté 
zakrslosti ječmene (BYDV, kmeny PAS, PAV a MAV) (Kundu et al., 2009b; Jarošová 
et al., 2013) a virus zakrslosti pšenice (WDV) (Kundu et al., 2009a) v České republice 
svým výskytem převládají a mohou způsobovat vysoké ztráty na výnosech. Jediným způ-
sobem, jak snížit dopad těchto virů na výnosy obilnin, je pěstovat odolné odrůdy (Ordon 
et al., 2009). Krom těchto virů je mnoho dalších, které se obvykle objevují méně často 
a způsobují méně závažné choroby. Mezi ně patří virus čárkovitosti pšenice (WSMV) 
(Gadiou et al., 2009), virus mozaiky sveřepu (BMV) (Gadiou a Kundu, 2010). Nicméně 
v Evropě byl zaznamenán i výskyt dalších virů napadajících obilniny a trávy – virus za-
krslosti ječmene (BDV) a virus zakrslosti ovsa (ODV) (Schubert et al., 2007) nebo virus 
čárkovité mozaiky pšenice (WSMV) a virus nekrotické mozaiky ovsa (ONMV) (Raben-
stein a Huss, 2013). V zemích sousedících s ČR patří mezi nejdůležitější viry obilnin viry 
přenášené půdou rodů Bymovirus a Furovirus (přehled v Kuhne, 2009).

Detekce virů napadajících Poaceae je zaměřena v drtivé většině pouze na nejrozšíře-
nější viry a na hostitelské zemědělské plodiny. V rutinní diagnostice se využívá převážně 
sérologické metody ELISA, ačkoliv v posledních letech na významu nabývají techniky 
založené na detekci nukleových kyselin patogenu, převážně pak technika reverzní tran-
skripce RNA a následné polymerázové řetězové reakce DNA (RT-PCR). Kvantitativní 
varianta této techniky, RT-qPCR, umožňuje nejen detekci, ale i kvantifikaci množství 
patogenu ve vzorku (Jarošová a Kundu, 2010); a obecně se vyznačuje vyšší citlivostí 
a efektivitou ve smyslu času a nákladů (Izzo et al., 2012). Využití těchto technik umožní 
detekci i méně rozšířených a známých virů jak v obilninách, ale i v plevelných a volně 
rostoucích travinách.
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Přehled uváděných virů obilnin a trav

Virus žluté zakrslosti ječmene (Barley yellow dwarf virus, BYDV) spolu s virem 
zakrslosti pšenice (WDV) patří mezi nejdůležitější patogeny obilnin v ČR (Kundu et 
al., 2009b). BYDV patří do čeledi Luteoviridae která zahrnuje několik kmenů z rodu 
Luteovirus (PAV, PAS, MAV), Polerovirus virus žluté zakrslosti obilnin (Cereal yellow 
dwarf virus-RPV, -RPS) a nezařazené členy Luteoviridae (RMV, SGV, GPV) (Miller 
a Rasochová, 1997).

Virus zakrslosti pšenice (Wheat dwarf virus, WDV) se v posledních letech stává jed-
nou z nejdůležitějších chorob obilnin v ČR. WDV patří do rodu Mastrevirus, má jako 
jeden z mála rostlinných virů +ssDNA genom a na území ČR byl prvně popsán Dr. J. 
Vackem v roce 1961. WDV má dva kmeny, ječný (WDV-B) a pšeničný (WDV-W) (Kun-
du et al., 2009a).

Virus čárkovité mozaiky pšenice (Wheat streak mosaic virus, WSMV) se vyskytuje 
celosvětově ve všech pěstitelských oblastech pšenice. Napadá pšenici, ječmen, kukuřici 
a mnoho dalších druhů Poaceae včetně plevelných trav (Burrows et al., 2009). WSMV 
je přenášen roztočem Aceria tosichella Keifer (Stenger et al., 1998). U pšenice a ku-
kuřice byl také prokázán přenos semenem (Dwyer et al., 2007). Ztráty mohou být až 
100% (Burrows et al., 2009). Je to obzvláště závažný patogen Velkých Planin v Severní 
Americe (Christian a Willis, 1993; French a Stenger, 2003). WSMV byl detekován na 
území tehdejšího Československo v osmdesátých letech (Vacke et al., 1986), avšak v po-
sledních letech se tento virus vyskytuji častěji, a to hlavně u pšenice (Kudela et al., 2008; 
Gadiou et al., 2009; Svobodová a Kumar, 2015).

Půdou přenosný virus mozaiky obilnin (Soil-borne cereal mosaic virus, SBCMV) se 
od roku 1960, kdy byl poprvé zaznamenán v Itálii, rozšířil do mnoha evropských zemí 
včetně Francie, Německa, Itálie, Dánska, Polska a UK. SBCMV způsobuje závažné vý-
nosové ztráty u pšenice, dosahující až 70% (Rattia et al., 2004). SBCMV je přenášen 
Polymyxou graminis. Infekční spory mohou v půdě vytrvat až 10 let (Richard-Molard, 
1985).

Virus nekrotické skvrnitosti ovsa (Oat necrosis mottle virus, ONMV), charakteristic-
ký úzkým spektrem hostitelských rostlin (Gill, 1976) byl popsán v roce 1996 Bruntem 
et al. jako ssRNA virus s výskytem převážně v USA. ONMV byl nicméně detekován 
v roce 2002 v Německu (Rabenstein et al.) a v roce 2004 v Turecku (Ilbagi et al., 2005). 
ONMV je řazen do rodu Tritimovirus (Rabeinstein et al., 2002).

Latentní virus jílku (Lolium latent virus, LoLV) je ssRNA virus, vyskytující se při-
rozeně v jílcích (Lolium spp.) se zjištěným spektrem minimálně 25 rostlinných druhů, 
včetně rýže a několik dvouděložných druhů. LoLV se přenáší vegetativně, mechanickou 



10

inokulací, a také vektorem mšicí střemchovou, Rhopalosiphum padi (Li et al., 2008). 
Výskyt byl zjištěn v Německu, Francii, Nizozemí, UK a USA (Maroon-Lango et al., 
2006), v ČR byl rovněž detekován u planě rostoucích trav (Dráb et al., 2014).

Virus mozaiky jílku (Ryegrass mosaic virus, RgMV) je ssRNA virus z čeledi Poty-
virideae, rodu Rymovirus. Je přenášen roztoči čeledi vlnovníkovitých a je běžným pato-
genem jílků v mnoha zemích. Dokáže výrazně snížit výnosy víceletých travin (Xu et al., 
2001). Krom travin je schopen napadat i oves, pšenici a rýži (Brunt et al., 1996).

Virus mozaiky sveřepu (Brome mosaic virus, BMV) se vyskytuje v mnoha zemích po 
celém světě, z virů má jeden z nejširších záběrů hostitelských rostlin z čeledi Poaceae, 
a ve svých hostitelích si udržuje poměrně vysoký titr viru (Lane, 1981). BMV napadá 
mnoho druhů čeledi Poaceae, včetně sveřepu (Bromus inermis), ze kterého byl poprvé 
izolován. Snižuje také výnosy kukuřice a ječmene. BMV je přenášen převážně mecha-
nicky, ačkoli byl prokázán přenos háďátky rodu Xiphinema v laboratorních podmínkách 
(Schmidt et al., 1963).

Virus skvrnitosti spartiny (Spartina mottle virus, SpMV) byl poprvé identifikován 
v roce 1980 (Jones, 1980). Napadá traviny, poprvé byl izolován z trávy Spartina anglica.

Symptomatika

1. Virus žluté zakrslosti ječmene-BYDV

Typickými symptomy napadení je zlatožluté až oranžové zbarvení listů a retardace 
růstu (obr. 1). Žloutnutí postupuje od špiček a okrajů listů a zachvacuje postupně celou 
listovou čepel. Žloutnutí většinou začíná 7 - 20 dnů po infekci a může být předcházeno 
tvorbou vodovatých skvrn na listech (D’Arcy, 1995). Zakrslost doprovází deformace 
listů a listových čepelí (u ovsa se listy stáčí do ruliček), redukce nadzemní i podzemní 
biomasy, poruchy metání, sterilita kvítků, redukce počtu klásků a tvorba zadinového 
zrna. V dalším stádiu choroby se může objevovat nekróza cévních svazků a redukce 
kořenového systému. Napadené rostliny nemetají nebo nevytvářejí semena. Symptomy 
jsou v některých případech těžko odlišitelné od příčin neparazitického původu (Čača et 
al., 1981).
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Obrázek 1. Příznaky BYDV u ječmene (foto J. Kumar, VÚRV, v.v.i.)

2. Virus zakrsalosti pšenice-WDV

Hlavním příznakem virové zakrslosti pšenice u kulturních obilnin společným pro 
všechny odrůdy je zakrslost rostlin způsobená omezením dlouživého růstu (obr. 2). Nej-
více patrné jsou příznaky v době obvyklé pro počátek sloupkování. Častými příznaky 
jsou odumření terminálního listu, po němž následuje odumření zbytku odnože, deforma-
ce, prohýbání listů. Žloutnutí starších listů (obr. 3), předcházející jejich odumření, začíná 
od špiček. Inkubační doba se pohybuje v polních podmínkách za příznivých vegetačních 
podmínek od tří až šesti týdnů (Ripl et al., 2008).
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Obrázek 2. Ohníčkovitá infekce WDV na pšenici (foto J. Kumar, VÚRV, v.v.i.)

Obrázek 3. Sekundární infekce WDV na pšenici (foto J. Kumar, VÚRV, v.v.i.)
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3. Virus nekrotické mozaiky ovsa-ONMV

Napadá oves (Avena sativa) a jiné druhy rodu Avena a mnohé trávy včetně Poa, Bro-
mus a Lolium. Infekce často začíná chlorotickými čárkami na vzcházejících listech, které 
se rozvíjejí v nepravidelné světle a tmavě zelené skvrny na listech (obr. 4). Tyto pak 
přecházejí v nekrózy. Pochvy listů jsou taktéž skvrnité a posléze nekrotické. Zakrslost 
není výrazná. Skvrny a mozaika jsou výrazné při teplotách okolo 15-18°C a nekrózy se 
za vyšších teplot objevují dříve a jejich intenzita je vyšší (Gill, 1976).

Obrázek 4. Listy ovsa s nekrotickou mozaikou (Foto T. Dráb VÚRV, v.v.i.)



14

Další trávy náchylné viróze jsou: Bromus mollis, B. racemosus, B. secalinus, B. tecto-
rum, Lolium multiflorum, L. temulentum, Poa annua, P. compressa, P. pratensis a P. 
trivialis.

Hordeum vulgare (ječmen), Triticum aestivum (pšenice), Secale cereale (žito) a Zea 
mays (kukuřice) jsou vůči chorobě imunní. Další imunní traviny jsou Agropyron elon-
gatum, A. intermedium, A. repens, Agrostis alba, A. palustris, A. tenuis, Bromus inermis, 
Dactylis glomerata, Elymus junceus, Festuca elatior, F. rubra, F. rubra var. commutata, 
Lolium perenne, Phalaris arundinacea, Phleum pretense (Gill, 1976).

4. Virus mozaiky sveřepu -BMV

BMV napadá mnoho jednoděložných čeledi Poaceae, včetně ječmene a kukuřice. 
U ječmene BMV způsobuje žlutě až světle hnědé proužky (obr. 5). U kukuřice lze zazna-
menat léze nebo proužky, u mladých sazenic pak dochází k nekrózám a uhynutí rostlin 
(Wooley a Kao, 2004).

Obrázek 5. List ječmenu napadený BMV. 
(Foto Wooley. R.S.; Kao S.C.)

5. Virus mozaiky jílku-RgMV

RgMV dokáže způsobit závažné škody především na Lolium multiflorum, hybridu L. 
x boucheanum a L. perenne. Na čepeli a pochvách listů se objevují jasně zelené, difúzní 
viditelné skvrny (obr. 6), které mohou nekrotizovat. V pokročilých stádiích se objevuje 
výrazná mozaika. Často jsou napadeny všechny listy na rostlině. S postupem nekróz, 
listy jeden po druhém odumírají. Stonky bývají také napadeny, takže celá rostlina před-
časně usychá. Po kosení rostlina znovu obrůstá, často bez vzniku viditelných symptomů 
(Raynal et al., 1989).
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Rozchází se studie týkající se některých možných hostitelských druhů rostlin. Nicmé-
ně zcela jistě RgMV napadá oves setý (Avena sativa) a oves hluchý (Avena fatua), dále 
Lolium multiflorum, L. perenne, Dactylis glomerata, Agrostis scabra, Bromus arvensis 
a Poa annua, Na těchto hostitelích obvykle způsobují lehkou světle zelenou mozaiku 
na listech. Izoláty z Anglie a Kanady byli také schopné infikovat Cynosurus cristatus. 
Americké izobáty dále infikovaly Bromus commutatus, B. mollis, B. racemosus, B. seca-
linus, B. tectorum, Festuca elatior, Hordeum leporinum, Lolium remotum, L. temulentum 
a pšenici Michigan Amber (Bruehl et al., 1957). Britské izobáty byly schopny přenosu 
na Alopecurus agrestis, Bromus sterilis, Festuca pratensis, rýži setou (Oryza sativa), 
Poa pratensis a P. trivialis, ale nenapadal pšenici (Mulligan, 1960). Slykhuis a Paliwal 
(1972) zkoušeli několikrát infikovat pšenici a rýži, nicméně neúspěšně.

Obrázek 6. Listy jílku (Lolium multiflorum) napadené RgMV. 

(Foto F. Rabenstein, Julius Kühn Institute)
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6. Virus čárkovité mozaiky pšenice-WSMV

Napadá pšenici (Triticum aestivum), oves (Avena sativa), ječmen (Hordeum vulgare), 
žito (Secale cerale), kukuřici (Zea mays), čirok (Sorghum vulgare), proso (Panicum, Se-
taria, a Echinochloa spp.). Specifickým symptomem je žlutozelená mozaika na listech 
(obr. 7). V polních podmínkách se symptomy projeví spolu s nástupem teplejšího počasí 
od poloviny do konce jara. Infikované rostliny vykazují mozaiky listů a napadlé odnože 
jsou povadlejší a polehlejší v porovnání s odnožemi zdravými. Symptomy přetrvávají až 
do zralosti rostlin. Mezi běžné symptomy se řadí i zakrslost. U čiroku se mohou objevit 
sporadicky nekrotické skvrny (French a Stenger, 2002).

Napadá také mnoho plevelných a volně rostoucích trav, včetně rodů Aeiglops, Ag-
ropyron, Bouteloua, Bromus, Cenchrus, Digitaria, Echinochloa, Elymus, Eragrostis, 
Haynaldia, Hordeum, Lolium, Panicum, Phalaris, Poa, Orizopsis, Setaria, a Stipa. Ne-
napadá Agropyron repens, Bromus inermis, Hordeum jubatum, rýži (Oryza sativa) nebo 
cukrovou třtinu (Saccharum officinarum) (French a Stenger, 2002).

 

Obrázek 7. Pšenice postižená virem čárkovitosti pšenice (WSMV). (Foto Jiban Kumar, VÚRV, v.v.i.)
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7. Půdou přenosný virus mozaiky obilnin-SBCMV

SBCMV je přenášen půdní houbou Polymyxa graminis, částice viru jsou přenášeny 
pomocí zoospor a odpočívajících spor (cyst). Viruliferní cysty mohou v půdě přečkat až 
10 let (Ratti et al., 2004). SBCMV napadá pšenici, triticale, žito (Kühne, 2009).

Charakteristické žluté mozaiky (obr. 8) na listech se objevují na nově rostoucích lis-
tech na počátku jara při chladném počasí. Může se jednat o mírnou skvrnitost na spod-
ních listech nebo výraznou mozaiku na praporcovém listu; nebo také napadené rostliny 
nemusí symptomy na listech vůbec vykazovat. Infekce ovlivňuje růst rostliny (zakrslost) 
a také snižuje výnosy, dle různých zdrojů o 20 až 50% (Kühne, 2009).

Obrázek 8. Šlechtitelské linie pšenice na pokusném pozemku vykazující symptomy nákazy SBCMV 
(foto Illinois Agricultural Experiment Station).

Výskyt všech výše jmenovaných virů byl zaznamenán na území ČR v letech minu-
lých, nebo se vyskytuje v sousedství ČR (Německo, Polsko, Slovensko). Výskyt žádného 
z těchto virů se tedy nedá vyloučit ani v ČR, naopak, u některých již byl výskyt potvrzen 
(WSMV), u jiných je velmi pravděpodobný. Mnoho viróz se nemusí symptomaticky proje-
vovat, nebo jsou symptomy lehce zaměnitelné a abiotickými stresy. Rutinně, avšak ani ex-
perimentálně, se však kromě BYDV a WDV žádné jiné viry obilnin na území ČR nesledují.
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Metody detekce
Detekce a identifikace virů je velikou výzvou od vzniku rostlinné virologie jako samo-

statné disciplíny, a od té doby bylo vyvinuto obrovské množství metod umožňujících určit 
virové patogeny (Boonham et al., 2007). Přesná diagnóza organismů způsobujících choro-
by je nezbytným předpokladem účinné kontroly (Boonham et al., 2003) a ve studiích epi-
demiologie a ekologie virů kritickým faktorem (Wheelis et al., 2002). Do současnosti bylo 
vyvinuto a je každodenně využíváno mnoho metod (elektronová mikroskopie, ELISA, 
PCR, RT-PCR, TaqMan, reverse PAGE, hybridizace nukleových kyselin, metagenomické 
přístupy, biologické testy) (Boonham et al., 2003). Běžné metody nacházející uplatnění 
v rutinní diagnostice zahrnují různé variace polymerázové řetězové reakce (PCR), séro-
logických testů jako enzyme linked immunosorbent assay (ELISA), a dále imunofluores-
cenční testy na protilátky (Melcher et al., 2008; Menzel et al., 2002; Webster et al., 2004). 
Jednotlivé metody se liší svou citlivostí, náročností provedení a v neposlední řadě náklady.

Při rutinním testování se obvykle rostlinný materiál (osivo, sadba, vzorky ze země-
dělsky obhospodařovaných ploch) testuje na předem dané spektrum patogenů danou 
jednou, max. dvěma metodami. Výběr vzorků může být náhodný, nebo mu může před-
cházet vizuální zhodnocení příznaků odborným pracovníkem nebo zemědělcem.

V současné době se v České Republice obvykle rutinně testuje sérologicky nebo zjiš-
ťováním nukleové kyseliny viru ve vzorku pomocí RT-PCR.

Sérologické metody diagnostiky

Metody enzymové imunoanalýzy patří k důležitým technikám stanovení řady mak-
romolekul (především proteinů), jejich komplexů (např. viry, buňky), ale i nízkomo-
lekulárních látek (např. hormony, růstové regulátory). Základem všech sérologických 
technik a jejich modifikací je reakce protilátky s antigenem. Virové částice mají na povr-
chu plášťového proteinu specifické struktury, které nazýváme epitopy. Jestliže izolovaný 
(purifikovaný) virus naočkujeme do vhodného obratlovce, nejčastěji králíka, vytvoří ve 
svém těle proti těmto bílkovinám specifické protilátky zvané imunoglobuliny G (IgG).

Běžně využívanou sérologickou metodou je v rostlinné virologii DAS-ELISA test, 
kde virový antigen nejdříve reaguje se specifickými protilátkami (obvykle jako imuno
-γ-globulin nebo IgG frakce antiséra) navázanými na povrch pevného nosiče a je pak 
detekován specifickými protilátkami značenými enzymem, který v případě pozitivního 
vzorku zviditelní reakci rozkladem vhodného chromogenního substrátu (tj. změnou bar-
vy). Protilátky vázané na pevný nosič a protilátky značené mohou a nemusí být ze stej-
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ného zdroje. Vzhledem k tomu, že je virus umístěn mezi dvě molekuly protilátek, nazývá 
se metoda double antibody sandwich (DAS) ELISA (Naidu a Hughes, 2003). Ve všech 
případech je výstupní informací provedeného ELISA testu soubor hodnot absorbance. 
Protože ELISA testem je stanovován proteinový antigen virionu, hodnota absorbance nás 
neinformuje přímo o stavu virové částice a o její schopnosti vyvolat infekci (Navrátil et 
al., 2012). V praxi je DAS-ELISA relativně vysoce specifická (Naidu a Hughes, 2003).

ELISA se stala od momentu, kdy ji poprvé do rostlinné virologie uvedli Clark a Adams 
(1977) velmi populární volbou detekce virů v rostlinném materiálu, hmyzích vektorech, 
semenech i vegetativním rozmnožovacím materiálu. Díky své přizpůsobivosti, citlivosti 
a výši nákladů je ELISA stále využívána v mnoha případech, především pokud se jedná 
o testování vysokého počtu vzorků najednou (Naidu a Hughes, 2003).

Molekulární metody detekce

Metody molekulární detekce se poprvé objevily v sedmdesátých letech a od té doby 
stále nabývají v rutinní diagnostice na významu. Princip PCR byl poprvé představen 
Kerry Mullisem v roce 1983 (Mullis, 1990). PCR je in vitro metoda pro enzymatickou 
syntézu definované sekvence DNA. Reakce využívá dvou oligonukleotidových primerů, 
které hybridizují s protichůdnými vlákny DNA a od jejich 3 ́- konců je zahájena syntéza 
komplementárních řetězců. Syntéza nových komplementárních vláken je katalyzována 
termostabilní DNA polymerázou (např. Taq DNA - polymeráza). Opakování cyklu, kte-
ré zahrnují denaturaci DNA templátu (denaturation), hybridizaci primeru (annealing) 
a syntézu komplementárních vláken DNA (extension), má za výsledek exponenciální 
nárůst počtu specifických DNA fragmentů. PCR je velice citlivá metoda, která umožňuje 
detekci DNA ve vzorku tím, že určenou sekvenci namnoží do té míry, že ji můžeme po 
separaci gelovou elektroforézou a obarvení snadno detekovat.

Většina rostlinných virů je tvořena pouze RNA. DNA polymeráza není schopna vyu-
žít RNA jako matrici pro syntézu nového řetězce, proto musí být RNA nejprve přepsána 
na jednořetězovou DNA (cDNA), která posléze vstupuje jako templát do PCR (RT-PCR).

Kvantitativní polymerázová řetězová reakce (nejčastěji označované jako Real-time 
RT-PCR nebo RT-qPCR) je metoda založena na principu klasické PCR, umožňuje však 
kvantifikaci sledovaného úseku RNA. Na rozdíl od běžné RT-PCR, kde se analyzuje až 
výsledný produkt pomocí elektroforézy v agaróze, je při Real-time RT-PCR zazname-
náván každý cyklus PCR ve skutečném čase. Záznam amplifikace je založen na princi-
pu fluorescence, kdy se používají sondy (fluorescenční látky), které se váží specificky 
nebo nespecificky na amplifikované DNA. Běžně se používají fluorescenční kyaninová 
barviva SYBR® Green (obr. 9a), která fluoreskují po vazbě na menší žlábek dsDNA. 
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Fluorescence SYBR green I je po vazbě na DNA až 1000x vyšší a fluorescenční signál se 
zvyšuje se vzrůstajícím množstvím PCR produktu. Signál se měří buď na konci elongace 
nebo kontinuálně. Je zřejmé, že barviva, která se nespecificky vážou na DNA, nemohou 
být použita u mnohonásobných reakcí, a jejich hlavním omezením je nemožnost odlišení 
nespecifických produktů (obr. 9b). Real-time PCR je založena na konceptu Ct hodnoty 
(Ct jako cycle of treshold, cyklus prahu) (obr. 9c) (Lysková, 2008).

             
    

Obrázek 9a. Princip SYBR Green Real time PCR. Barvivo SYBR Green se váže na jakoukoli 
dvouvlákennou DNA (dsDNA), čímž začne emitovat fluorescenci, kterou je přístroj schopen zachytit. 

Nárůst množství dsDNA (tedy PCR produktu) vede k nárůstu intenzity fluorescence, která je po každém 
cyklu změřena přístrojem.

Obrázek 9b. Analýza křivky tání. Pokud pro Real-time PCR využíváme SybrGreen, můžeme velmi 
snadno kontrolovat, jestli v průběhu reakce vznikají nespecifické produkty či primery-dimery. Je k tomu 
využívána křivka tání, tzv. melting curve, která využívá toho, že různé PCR produkty mají různé teploty 

tání. Nespecifické produkty mají obvykle teplotu tání nižší než specifické. Křivka tání ukazuje změnu 
intenzity fluorescence při různých teplotách. Pokud má křivka tání pouze jeden vrchol, reakce je čistě 
specifická, pokud křivka má dva a více vrcholů, znamená to, že kromě specifických produktů vznikají 

také nespecifické.
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Obrázek 9c. Ct hodnota reflektuje cyklus, kdy dochází k nárůstu fluorescence nad práh pozadí, které se 
v reakci vyskytuje. Tato fluorescence je zachycena detektorem. Jedná se tedy o bod, kdy se křivka nárůstu 
fluorescence protíná s prahem pozadí (modrá lineární čára). Číslo tohoto cyklu je zaznamenáno a dále 
využíváno právě jako Ct hodnota.

Real-time kvantitativní PCR se stala nejpřesnější a nejcitlivější metodou, která byla 
doposud vyvinuta (Dorak, 2006). Metodiky detekce a kvantifikace patogenů pomocí 
RT-qPCR od roku 1999 přibývají. Jsou rychlejší, přesnější a citlivější v porovnání s tra-
dičně využívanými metodami detekce a kvantifikace, a mohou být použity naprosto uni-
verzálně (tab. 1). Z těchto důvodů jsou využívány pro diagnostiku zemědělských vzorků 
i pro aplikované účely (Gachon et al., 2003).

Tabulka 1. Souhrn technických vlastností Real-time PCR, v porovnání s jinými 
v současnosti využívanými technikami (zdroj Gachon et al., 2004).

Počet šipek označuje úroveň náročnosti vyžadované u jednotlivých parametrů. Zna-
ménka ‘+’ a ‘-’ označují schopnost dané techniky uspokojit jednotlivé požadavky.

Cíl Rychlost Citlivost Specificita Kvantifikace Spolehlivost Náklady

Technické požadavky → →→→ →→ →→→ →→→
Real-time PCR +++ +++ +++ +++ +++ -
Southern blot - -- Proměnlivá - + +

ELISA +++ -- Proměnlivá + + +++

Je jednoznačné, že rozvoj širokého využití qPCR metod v rutinní diagnostice je limi-
tován jediným faktorem; a to jsou stále relativně vysoké náklady na přístrojové vybavení 
a reagencie. Je však pravděpodobné, že v budoucnosti bude tato technologie stále pří-
stupnější (Gachon et al., 2004).
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1) Protokol přípravy vzorku

A) Odběr vzorku
Odebíráme na prvním místě rostliny symptomatické, nebo rostliny, na nichž byl za-

znamenán výskyt vektorů. Pokud v porostu takové rostliny nejsou, odebíráme náhodně 
více vzorků z různých míst porostu. U mladých rostlin je možno odebírat celé nadzemní 
části nebo jen listy, u starších rostlin je opět možné obojí, nicméně z hlediska úspory 
času při homogenizaci a kvality izolované RNA je vhodnější odebírat jen mladší listy 
bez stébel. Při odběru dbáme na zabránění kontaminace z rostliny na rostlinu (pracujeme 
v rukavicích, nůžky, skalpel nebo jiné nástroje omýváme mezi odběry jednotlivých vzor-
ků lihem, vzorky uskladňujeme každý zvlášť). Odebrané vzorky uchováváme v chladu 
a co nejdříve buď ihned homogenizujeme, nebo uskladníme na -80°C.

B) Homogenizace
Pro izolaci RNA i DNA potřebujeme 0,1 g rostlinného pletiva. Jednodušší je ovšem 

homogenizovat větší množství vstupního materiálu a z homogenátu 0,1 g odvážit. Vzor-
ky homogenizujeme v tekutém dusíku, u vzorků uchovávaných na -80°C dbáme na to, 
aby nedošlo k jejich rozmražení, ideálně odebíráme z mrazicího boxu po každém vzorku 
zvlášť. Vzorek pečlivě homogenizujeme v předmražené třecí misce a do 2 ml sterilní 
mikrozkumavky odvážíme maximálně 0,1 g homogenátu, lepších výsledků izolace RNA 
lze dosáhnout s 60-70 mg vzorku. Mikrozkumavky je také možno předmrazit krátkým 
ponořením do tekutého dusíku. Je velmi důležité nepřesáhnout danou váhu, neboť u ko-
lonkových metod izolace NA dochází v tomto případě ke sníženému výtěžku i kvalitě 
NA. Jakmile máme vzorky navážené, je opět nutno zabránit jejich rozmražení před sa-
motnou izolací - vhodné je uchování v tekutém dusíku nebo v mrazicím boxu.

2) Protokol izolace RNA

Existuje mnoho způsobů izolace RNA. Zde je uveden tzv. kolonkový způsob metody 
izolace. Tato izolační metoda je založena na zjištění, že nukleové kyseliny v přítomnosti 
tzv. chaotropních solí adherují na silikátový povrch. Výhodou metody založené na ad-
sorpci na silikát je rychlost a pohodlnost, proto jsou na ní založeny komerční soupravy 
(kity) pro rutinní extrakce NA. Kity jsou optimalizovány pro použití na konkrétní typ 
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a množství vzorku a poskytují standardizované výsledky. Pohodlnost použití kitů je dále 
zvýšena tím, že obvykle používají nástavce do mikrozkumavek, obsahující jemný filtr, 
který zadrží silikátové částice. Zpracování pak probíhá tak, že jsou roztoky promývány 
přes kolonku (filtr se zachycenými částicemi). Namísto tradičního silikátu kity často 
využívají speciální pryskyřice a mají různě upravené složení pufrů tak, že např. preferují 
při adsorpci molekuly NA určitého velikostního rozpětí.

V našem případě doporučujeme použití komerční soupravy Spectrum™ Plant Total 
RNA Kit (Sigma - kat.č. STRN10, STRN50 a STRN250).

Protokol izolace RNA komerční soupravou Spectrum™ Plant Total RNA 
Kit (Sigma)

Lyzace

1. Předem si nachystat směs lyzačního pufru s 2-mercaptoethanolem (na každý vzorek 
je zapotřebí 500μl Lysis solution a 5 µl 2-ME)

2. Předem si nachystat rovněž mikrozkumavky s kolonkou s modrým kroužkem (Filtra-
tion column), s kolonkou s červeným kroužkem (Binding column) a další dvě mik-
rozkumavky bez kolonek.

3. Do homogenizovaného vzorku napipetovat 500 µl lyzačního roztoku předem namí-
chaného s 2-mercaptoethanolem a 2 minuty vortexovat.

Přečištění-filtrace
4. Všechny vzorky vložit do vodní lázně a inkubovat 5 min při 56 °C. Centrifugovat 

vše 3 min při 14000 RPM.
5. Přepipetovat supernatant na Filtration column (modrý kroužek), zavřít a centrifugo-

vat 1 min při 14000 RPM.
Navázání RNA na kolonku
6. Kolonku zahodit a připipetovat po 500 μl Binding solution, zvortexovat a 700 μl 

napipetovat na Binding column. To provést postupně se všemi vzorky.
7. Poté kolonky centrifugovat 1 min při 14000 RPM. Vylít supernatant, osušit Collec-

tion tube o filtrační papír, vrátit do ní kolonku, napipetovat zbytek směsi a centrifu-
govat 1 min při 14000 RPM.

8. Vylít supernatant, osušit Collection tube o filtrační papír a vrátit do ní kolonku.
Promytí RNA na kolonce
9. Do kolonky napipetovat 500 μl Wash Solution 1 a centrifugovat 1 min při 

14000 RPM.
10. Vylít supernatant, osušit Collection tube o filtrační papír a vrátit do ní kolonku.
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11. Do kolonky napipetovat 500 μl Wash Solution 2 a centrifugovat 30 s při 14000 RPM.
12. Vylít supernatant, osušit Collection tube o filtrační papír a vrátit do ní kolonku.
13. Do kolonky znovu napipetovat 500 μl Wash Solution 2 a centrifugovat 30 s při 

14000 RPM.
14. Vylít supernatant, osušit Collection tube o filtrační papír a vrátit do ní kolonku.
15. Do kolonky znovu napipetovat 500 μl Wash Solution 2 a centrifugovat 30 s při 

14000 RPM.
16. Vylít supernatant, osušit Collection tube o filtrační papír a vrátit do ní kolonku.
17. Do kolonky znovu napipetovat 500 μl Wash Solution 2 a centrifugovat 30 s při 

14000 RPM.
Vypláchnutí RNA z kolonky
18. Přendat kolonku do nové mikrozkumavky a centrifugovat 1 min při 14000 RPM, 

aby se kolonka osušila.
19. Poté kolonku vyjmout a vložit opatrně do nové popsané 2 ml eppendorfky (jsou 

v kitu). Do středu kolonky (přímo na membránu) napipetovat 50 μl Elution Solution, 
zavřít víčko a nechat stát 1 min při pokojové teplotě. Centrifugovat kolonku 1 min 
při 14000 RPM. Vyndat kolonku z eppendorfky a zahodit ji.

20. Změřit koncentraci RNA.
21. Naředit vzorek pomocí autoklávované ddH20 na koncentraci 30 ng/µl.
Kvalitu izolované RNA měříme spektrofotometricky (NanoDrop2000, ThermoScientific, 
USA). Měří se při vlnových délkách 260, 230 a 280 nm. To umožní hodnocení čistoty 
vzorku, očekávané poměry jsou 2.0 pro RNA. Poměr absorbancí 260/280 menší než 
1.75 svědčí pro obsah kontaminujících bílkovin. Absorbance při 230 nm značí nečistoty, 
jako jsou sacharidy, fenolické sloučeniny, aromatické složky. Při výpočtu koncentrace 
optická hustota 1 odpovídá přibližně 40 mg/l pro RNA.

3) Protokol izolace DNA (pro detekci WDV)

1. Připravit si zmrazený homogenizovaný vzorek v 1,5 ml mikrozkumavce.
2. Přidat 0.5 ml guanidin thiokyanátu (GuTC) předehřátého na 60 °C

a. ddH2O, 1 M Guanidine thiocyanate, 20 mM Na2H-EDTA, 0.1 M MOPS, pH 4.6, 
+ 2% 2-merkaptoetanol (přidávat těsně před použitím).

b. inkubovat ve vodní lázni po dobu 60 min při 60°C.
3. přidat 0.5 ml fenol-chloroform-isoamylalkoholu (25:24:1).

a. zvortexovat
b. centrifugovat na 14 000 rpm, 4 °C, 10 min
c. odpipetovat vodní (horní) vrstvu do nové 1.5 ml mikrozkumavky

4. přidat roztok RNAzy A 12 μg (3 μl za koncentrace 4 μg/μl)
a. zvortexovat
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b. inkubovat 10 min při 37 °C
5. přidat roztok proteinázy K 10 μg (1 μl při koncentraci 10 μg/ul)

a. zvortexovat
b. inkubovat 20-30 min při 37 °C

6. přidat 0.5 ml fenol-chloroform-isoamylalkoholu (25:24:1)
a. zvortexovat
b. centrifugovat na 14 000 rpm, 4 °C, 10 min
c. odpipetovat vodní (horní) vrstvu do nové 2,0 ml mikrozkumavky se špičatým 

dnem
7. přidat 0.1x obsah 3M NaAc

a. přidat 2x obsah vychlazeného čistého etanolu
b. nechat na -80 °C po dobu 1 hod
c. centrifugovat při 13 000 g, 4 °C, 20 min
d. vylít etanol

8. přidat 1 ml 70% EtOH
a. centrifugovat při 13 000 g, 4 °C, 10 min
b. vylít etanol

9. ponechat po dobu 10 min při pokojové teplotě, případně vysušit ve vakuové sušičce 
(cca. 5 minut)

10. přidat 50 µl ddH2O
11. skladovat při -20 °C

4) Protokol detekce RNA virů (BYDV, BMV, LoLV, RT-

Tento protokol popisuje postup pro použití přístroje Real-time 7300 od firmy Applied 
Biosystems, protokol pro použití s jinými přístroji může být lehce odlišný.

Při použití 96-jamkových destiček je vhodné si nejprve udělat návrh umístění jednot-
livých vzorků na destičku a podle něj postupovat. Ideálně použijeme každý vzorek v tri-
plikátu, včetně pozitivní kontroly (RNA izolovaná z rostliny s potvrzenou infekcí BYDV) 
a negativní kontroly (RNA izolovaná ze zdravé rostliny), případně použijeme jako templát 
pouze destilovanou vodu pro kontrolu, zda nejsou primery kontaminovány. Pro kontrolu 
kvality vyizolované RNA se používá vnitřní kontrola jednotlivých vzorků – primery pro 
detekci přítomnosti genu pro eukaryotický elongační faktor pšenice (eEF1α). Pokud se de-
tekce tohoto genu u vzorku nevydaří, lze předpokládat problém s kvalitou izolované RNA.
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Návrh destičky tedy vypadá např. takto:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A Vzorek 1 
BYDV

Vzorek 2 
BYDV

Pozitivní 
kontrola 

BYDV

Negativní 
kontrola 

BYDV

Vzorek 1 
BMV

Vzorek 2 
BMV

Pozitivní 
kontrola 

BMV

Negativní 
kontrola 

BMV

Vzorek 1 
LoLV

Vzorek 2 
LoLV

Pozitivní 
kontrola 

LOLV

Negativní 
kontrola 

LOLV

B Vzorek 1 
BYDV

Vzorek 2 
BYDV

Pozitivní 
kontrola 

BYDV

Negativní 
kontrola 

BYDV

Vzorek 1 
BMV

Vzorek 2 
BMV

Pozitivní 
kontrola 

BMV

Negativní 
kontrola 

BMV

Vzorek 1 
LoLV

Vzorek 2 
LoLV

Pozitivní 
kontrola 

LOLV

Negativní 
kontrola 

LOLV

C Vzorek 1 
BYDV

Vzorek 2 
BYDV

Pozitivní 
kontrola 

BYDV

Negativní 
kontrola 

BYDV

Vzorek 1 
BMV

Vzorek 2 
BMV

Pozitivní 
kontrola 

BMV

Negativní 
kontrola 

BMV

Vzorek 1 
LoLV

Vzorek 2 
LoLV

Pozitivní 
kontrola 

LOLV

Negativní 
kontrola 

LOLV

D Vzorek 1 
ONMV

Vzorek 2 
ONMV

Pozitivní 
kontrola 
ONMV

Negativní 
kontrola 
ONMV

Vzorek 1 
RGMV

Vzorek 2 
RGMV

Pozitivní 
kontrola 

RGMV

Negativní 
kontrola 

RGMV

Vzorek 1 
EEF1Α

Vzorek 2 
EEF1Α

Pozitivní 
kontrola 

EEF1Α

Negativní 
kontrola 

EEF1Α

E Vzorek 1 
ONMV

Vzorek 2 
ONMV

Pozitivní 
kontrola 
ONMV

Negativní 
kontrola 
ONMV

Vzorek 1 
RGMV

Vzorek 2 
RGMV

Pozitivní 
kontrola 

RGMV

Negativní 
kontrola 

RGMV

Vzorek 1 
EEF1Α

Vzorek 2 
EEF1Α

Pozitivní 
kontrola 

EEF1Α

Negativní 
kontrola 

EEF1Α

F Vzorek 1 
ONMV

Vzorek 2 
ONMV

Pozitivní 
kontrola 
ONMV

Negativní 
kontrola 
ONMV

Vzorek 1 
RGMV

Vzorek 2 
RGMV

Pozitivní 
kontrola 

RGMV

Negativní 
kontrola 

RGMV

Vzorek 1 
EEF1Α

Vzorek 2 
EEF1Α

Pozitivní 
kontrola 

EEF1Α

Negativní 
kontrola 

EEF1Α

G

H

Mastermix se skládá z 10 µl Power SYBR Green RNA-to-CtTM 1-Step Kit (Applied 
Biosystems), primerů pro jednotlivou detekci (tab. 2) v koncentraci 250 nM a celkové 
koncentraci RNA 3 ng/µl – vše doplníme do 20 µl vodou.

Reverzní transkripce probíhá po dobu 30 min za teploty 48°C a amplifikace má ná-
sledující podmínky: 2 min inkubace při 95°C následované 40 cykly o 15 s při 95°C, a 60 
s při 61°C; a nakonec krok tvorby disociační křivky (15 s při 95°C, 60 s při 60°C, a 15 
s při 95°C).
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Tabulka 2. Seznam primerů používaných v této metodice. * Teplota Tm se liší 
pro ječný (80.2°C) a pšeničný (77.8°C) kmen WDV.

Virus Primery 5’ sequence 3’ Produkt 
(bp)

Product 
Tm Odkaz

BMV BMV-F
BMV-R

364 GT TC ACCGATAGACCGC TG 382

434 AAGAGCCCG GAATGTC A AGA 415 70 76.4 (Ferns & Garson, 2006)

BYDV JanRa
PVinterF

3475 TGT TG AGGAGTC TACC TAT T TG 3454

3182GT TGAGT T TAAGTC AC ACGC 3201 294 84 (Jarosova & Kundu, 2010)

LoLV LoLV-F
LoLV-R

3318 AGATGCCCGTCAATCCACCTACTAC 3342

3448 GGTCTTGCTTGTTTCTGTGTGTGC 3425 131 80.5 (Dráb et al., 2014)

ONMV ONMV-F
ONMV-R

8407 AGGC AAC AC TGGC TC T T TC A  8426

8603 GC TC AAC TCGTGGC TGGTA 8585 197 79.4 (Dráb et al., 2014)

RgMV RgMV-F
RgMV-R

9239 C ATC AGG GGC AAGGC ATC TA 9258

9382 TGGG C AG AC AGT TAC AGC AT 9363 144 80.5 (Dráb et al., 2014)

SBCMV SBCMV-F
SBCMV-R

1448 AATGGG AAAG CGTGGT TGAC TGTG 1471

1653 AAGTGCCGAGCGTAT TGTATGCC T 1630 206 78.9 (Dráb et al., 2014)

SpMV SpMV-F
SpMV-R

633 YGTGG AR ACGGAC TC AGCGAAGA A 656

722 GC ATCCC AR GC ATCRC TATC TGTC  698 90 75.9 (Dráb et al., 2014)

WDV UniWDVf
UniWDVrv

1381TCCGCGC TAGGAC AGTC AC T 1401

1533AAGAT TG GC TC AAGGATATGAC TCC 1509 128
77.8°C 
nebo 

80.2°C*
(Gadiou et al., 2011)

WSMV WSMV-F
WSMV-R

9075 AAGTGC AG AAC AGCGT TG  9092

9213 AAAC TGTG CGTG T TC TCC  9196 139 81.6 (Tatineni et al., 2010)

eE1α Elf1A-for
Elf1A-rev

C AGTGC TGG AC TGCC AC A
C TCC ACC ACC ATGGGC T T

164 81-84 Jarošová & Kundu, 2010)
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5) Protokol detekce WDV pomocí Real-time PCR

Tento protokol popisuje postup pro použití přístroje Real-time 7300 přístroje od fir-
my Applied Biosystems, protokol pro použití s jinými přístroji může být lehce odlišný. 
Při použití 96-jamkových destiček je vhodné si nejprve udělat návrh umístění jednotli-
vých vzorků na destičku a podle něj postupovat (viz detekce RNA virů výše).

Mastermix se skládá z 10 µl Power SYBR Green PCR Master mixu (Applied Biosys-
tems), primerů UniWDVf a UniWDVrv o jednotlivé koncentraci 0,8 µM a 2 µl DNA – 
vše doplníme do 20 µl vodou.

Amplifikace má následující podmínky: 10 min inkubace při 95°C následované 40 
cykly o 15 s při 95°C, a 60 s při 60°C; a nakonec krok tvorby disociační křivky (15 s při 
95°C, 60 s při 60°C, a 15 s při 95°C).

6) Interpretace výsledků
Výsledné hodnoty lze v přístrojích od Applied Biosystems stáhnout v tabulce ve for-

mátu.csv kompatibilní s excelem. U každé jednotlivé hodnoty je třeba zkontrolovat ně-
kolik dat:
1.  Triplikáty: jsou Ct hodnoty totožné / velmi podobné?
2.  Teplota Tm výsledného produktu: odpovídá teplotě udávané v tabulce č. 2? (Odliš-

nost v řádu několika málo desetin stupně může indikovat odlišný kmen viru (Garvey 
et al., 2014)).

3. Kontrola disociační křivky analýzy tání: má pouze jeden vrchol (tedy nedošlo ke 
vzniku nespecifických produktů během amplifikace)?

4. Není problém s detekcí endogenní kontroly, tedy detekcí genu eEF1α? Pokud ano, 
značí to pravděpodobné problémy s kvalitou izolované RNA/DNA, popř. problémy 
s reagenciemi v mastermixu a výsledky celého vzorku jsou tím zpochybněny.

Poté je nutno rozhodnou, která hodnota Ct lze ještě být chápána jako pozitivní vý-
sledek a která jako již negativní. Obvykle jsou hraniční hodnoty okolo 35-40 cyklů. 
Vhodné je pro každý jednotlivý přístroj a detekovaný virus provést diluční ředění pozi-
tivního vzorku a sledovat, při jakých Ct hodnotách má ještě vypovídající hodnotu (body 
a); b); c); d) – viz výše – jsou splněny) a kdy jsou již výsledky nepřesné. Samozřejmě 
i u této metody existuje tzv. hraniční pole, kdy je nutno výsledky potvrdit/vyvrátit jinou 
metodou.



29

Validace metody

Námi navržené primery byly validovány společně s primery navrženými jinými au-
tory (Ferns & Garson, 2006, Tatineni et al., 2010) na 62 vzorcích obilnin a trav odebra-
ných v různých regionech České republiky. U všech testovaných vzorků bylo podezření 
na virovou infekci. U 16 vzorků byla virová infekce skutečně potvrzena v následujícím 
zastoupení: virus čárkovité mozaiky pšenice (10 případů), virus mozaiky jílku (3 pří-
pady) a latentní virus jílku 9 (případ). Byly rovněž zaznamenány dva případy směsné 
infekce WSMV a RgMV. Validace byla popsána v impaktovaném časopise (Drab et al., 
2014).

Využití molekulární metod pro monitoring virů 

obilnin a trav

V České Republice byl doposud potvrzen výskyt několika virů obilnin – BMV, BYDV, 
LoLV, RgMV, WDV, WSMV (Kundu et al., 2009a,b; Gadiou et al., 2009; Gadiou a Kun-
du, 2010; Dráb et al., 2014). Výskyt mnoha dalších virů lze s jistou pravděpodobností 
předpokládat – v okolních zemích je ekonomicky závažným patogenem SBCMV, a byl 
potvrzen výskyt ONMV, SpMV (Schubert et al., 2007; Rabenstein a Huss, 2013). Z výše 
jmenovaných je rutinně detekován pouze BYDV a WDV, ostatní viry monitorovány ne-
jsou a pro většinu z nich ani neexistuje metodika detekce.

Metoda Real-time PCR je jednou z nejpřesnějších a nejcitlivějších metod, které byly 
doposud vyvinuty. Metodiky detekce a kvantifikace patogenů pomocí Real-time RT-P-
CR od roku 1999 přibývají. Jsou rychlejší, přesnější a citlivější v porovnání s tradičně 
využívanými metodami detekce a kvantifikace, a mohou být použity naprosto univerzál-
ně. Z těchto důvodů jsou využívány pro diagnostiku zemědělských vzorků i pro apliko-
vané účely.
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Analýza ekonomie využití metodiky SYBR Green I RT-qPCR
 pro rutinní detekci a monitoring virů obilnin a trav

Tabulka 3: Finanční náročnost metod detekce virů obilnin.

Metodiky Potřebné kity Cena za kit Cena na analýzu  
jednoho vzorku

Citlivost 
metody

ELISA

Sérum (Sediag) Cca. 9000 Kč/500 reakcí 36 Kč

Destičky (Sediag) 3 000 Kč/ 60 destiček cca. 2 Kč

Krycí fólie (Sediag) 4 500 Kč / 100 ks cca. 1 Kč

Plast cca. 20 Kč
CELKEM 60 Kč *

One-step RT-PCR

Izolace RNA (Spectrum Plant Total RNA 
Kit (Sigma-Aldrich)

30 780 Kč / 250 vzorků 123 Kč

Reverzní transkripce + PCR (QIAGEN 
One-Step RT-PCR Kit)

11 800 Kč / 200 reakcí à 25 µl 60 Kč

Agaróza (LE SeaKemp Lonza) 5 000 Kč / 500 g / cca 1000 gelů cca 5 Kč

TAE pufr do elektroforézy (Thermo 
Scientific 50X TAE Buffer)

1 913 Kč/ 1 l koncentrátu 1,90 Kč

Barvivo SYBR Safe (Thermo Fischer 
Scientific)

2 315 Kč / 400 µl 3 Kč

Gene Ruler 100 bp Plus Ready-to-
use (Thermo Fischer Scientific)

1 932 Kč 8 Kč

Primery (100 µM) cca. 350 Kč 0,04 Kč

Plast cca 20 Kč
CELKEM 221 Kč **

Two-step RT-PCR

Izolace RNA (Spectrum Plant Total RNA 
Kit (Sigma-Aldrich)

30 780 Kč / 250 vzorků 123 Kč

Sada dNTPS (100 mM každý, 
Promega) – ředění 10 mM

5 518 Kč 4,10 Kč

RNasin (Jena Bioscience) 1 220 Kč 5,40 Kč

Random Hexamers (Jena Bioscience) 680 Kč 5,40 Kč

M-MLV (10 000 U, Promega) 1 914 Kč 23 Kč

Go-Taq 2 Polymerase (Promega) 6,20 Kč
dNTPs 100 mM každý, Promega) – 

ředění 2,5 mM
5 518 Kč 4,10 Kč

Primery (100 µM) cca. 350 Kč 0,04 Kč

Agarózový gel (podrobně 
rozepsáno u One-step RT-PCR)

18 Kč

Plast cca. 60 Kč
CELKEM 243 Kč **1/2*

PCR (WDV)

Guanidin thiokyanát (Sigma Aldrich) 2 399 Kč / 100 g

Na2H-EDTA (Sigma Aldrich) 808 Kč / 50 g

MOPS (Sigma Aldrich) 1 037 Kč / 25 g

2-Mercaptoethanol (Sigma Aldrich) 977 Kč / 100 ml

= směs výše uvedených látek v daném 
poměru (viz. metodika)

395 Kč / 100 ml směsi cca. 2 Kč

RNáza A (4 mg/ml, Promega) 2 169 Kč / 1 ml 6,50 Kč
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PCR (WDV)

Proteináza K (20 mg/ml, Fisher 
ThermoScientific)

762 Kč / 1 ml 0,40 Kč

Fenol-Chloroform-Izoamylalkohol 
(Sigma Aldrich)

2 166 Kč / 100 ml 11 Kč

Octan sodný (Sigma Aldrich) 1 226 Kč / 250 g 0,30 Kč

EtOH Pure 600 Kč / 1 l 1 kč

Go-Taq 2 Polymerase (Promega) 6,20 Kč
dNTPs 100 mM každý, Promega) – 

ředění 2,5 mM
5 518 Kč 4,10 Kč

Primery (100 µM) cca. 350 Kč 0,04 Kč

Agarózový gel (podrobně 
rozepsáno u One-step RT-PCR)

18 Kč

Plast cca. 80 Kč
CELKEM 130 Kč **1/2*

SYBR Green 
I qPCR

Izolace DNA (rozpis viz. výše) 32 Kč
Power SYBR Green PCR Master mix 

(Applied Biosystems)
11 130 Kč / 5 ml 22, 30 Kč

Primery (100 µM) cca. 350 Kč 0,04 Kč

Destička (The Applied Biosystems® 
MicroAmp® Optical 96-Well Reaction 

Plate)
1 784 Kč / 10 destiček à 96 jamek 1, 90 Kč

Krycí fólie (The Applied 
Biosystems® MicroAmp® Optical 

Adhesive Film)
5 920 Kč / 100 fólií 59, 20 Kč

Plast cca. 80 Kč
CELKEM 197 Kč ***

SYBR Green I RT-
qPCR

Izolace RNA (Spectrum Plant Total RNA 
Kit (Sigma-Aldrich)

30 780 Kč / 250 vzorků 123 Kč

qPCR (Power SYBR Green RNA-to-CtTM 
1-Step Kit (Applied Biosystems))

15 272 Kč / 250 reakcí à 20 µl
30,60 Kč

Destička (The Applied Biosystems® 
MicroAmp® Optical 96-Well Reaction 

Plate)
1 784 Kč / 10 destiček à 96 jamek 1, 90 Kč

Krycí fólie (The Applied Biosystems® 
MicroAmp® Optical Adhesive Film)

5 920 Kč / 100 fólií 59, 20 Kč

Primery (100 µM) cca. 350 Kč 0,02 Kč

Plast cca. 50 Kč
CELKEM 265Kč ***

Z ekonomického hlediska se jako nejlevnější jeví sérologická metoda ELISA. Nic-
méně její nízká cena je rovněž vykoupena i nízkou citlivostí této metody, jelikož se 
zabývá pouze přítomnost virového antigenu, nikoliv jeho schopností vyvolat infekci. 
Metody založené na molekulární analýze jsou výrazně přesnější, ale i finančně nároč-
nější. Nejpřesnější metodou je real-time PCR, u které je vysoká citlivost zajištěna díky 
vysoké teplotě nasedání primerů, což snižuje riziko falešné pozitivity. Její cena je v pře-
počtu na vzorek mírně vyšší než cena klasické PCR (pro DNA viry) nebo RT-PCR (pro 
RNA viry), nicméně její spolehlivost a citlivost je výrazným argumentem pro využití 
právě této metody při diagnostice virových patogenů obilnin. Velkou výhodou metody 
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(RT)-qPCR je rovněž skutečnost, že v jednom běhu přístroje lze analyzovat více vzorků 
najednou (cca. 25 u přístroje s adaptérem na 96-jamkovou destičku, více než 100 u pří-
stroje s adaptérem na 384 jamkovou destičku), čímž se ušetří čas, peníze, lidská práce 
i přístroj na provádění analýz.

Závěr
Monitoring virových chorob obilnin a ostatních zemědělských plodin je důležitou 

součástí fytopatologických opatření. Při výskytu patogenu v určité oblasti lze přijmout 
preventivní opatření a tím zabránit vysokým ztrátám na výnosu, které virové choroby 
způsobují. Je rovněž velmi důležité kontrolovat trvalé travní porosty, které jsou známy 
jako rezervoáry virových patogenů, a z nichž je možnost přenosu na kulturní plodi-
ny. Tato metodika poskytuje návod na velmi citlivou a přesnou detekci 9 obilných virů 
a umožňuje tudíž zachytit výskyt nejen běžných, ale i nově se objevujících virových 
patogenů. Včasná diagnostika je jednou z nejúčinnějších metod prevence výskytu epi-
demií chorob.

Srovnání „novosti postupů“
V ČR dosud nebyla známa metoda schopná identifikace následujících virů obilnin 

a trav: BMV, LoLV, ONMV, RgMV, SBCMV, SpMV. Nebyla ani vytvořena metodika 
pro detekci metodou Real-time RT-PCR pro žádný z obilných virů.
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